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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Kapillar- 
Elektrophorese, genauer auf eine Polymerlosung mit nie- 
driger Viskositat und einer ausgewahlten PorengroBe zur 
elektrophoretischen Separation von Biopolymeren. 

* 

5 ! 
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Lab, /News Edition , 7, 10A. | 

4. Zhu, M. , Hansen, D.L., Burd, S. und Gannon, F. 
(1989) . J. Chromatgr . , 480, 311. 
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6. Langevin, D. und Rondelez, F. (1978) . Polymer , 19, 
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Biopolymers , 24, 1573 . ; 

14. Hervet, H. und Bean, CP. (1987)|. Biopolymers , 26, 

30 727. ! 
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15. Schwartz, D.C., Saffran, W., Wej-sh, J., Haas, R-, 
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Goldenberg, M. und Cantor, C.R. <1982) . Cold Spring 

Harbor Symp. , 47, 189. . 
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222, 266. 
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terns . w McGraw Hill, New York. 

■ 

20. Hill, D.A, und Soane, D.S. (1989) . J. Polym. Sci. 
10 Poly. Phys-^ B27, 2295, [. 

21. Allcock, H.R. und Lampe, F.W* (1981). "Contemporary 
Polymer Chemistry." Prenticei-Hall, Englewood 
Cliffs. 
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22. Brandrup, J. und Iramergut, E.H; (1989). "Polymer 
15 Handbook 3rd Edition." John Wiley! & Sons, New York. 

23. Flory, P.J. (1953). "Principles iof Polymer Chemis- 
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26. Slater, G.W., Rousseau, J-, Noojlandi, J., Tunnel, 

C. und Lalande, M. (1988). BiopoTymers , 27, 509. 

■ 

27. Slater, G.W. und Noolandi, J. (j.989) . Biopolymers , 
25 28, 1781. 

t 

! 
■ 

Es ist bekannt, daB fUr viele gelad^ne Biopolymere von 

Interesse, z.B. einzel- und doppelstir^ngige DNA und mit 

i 

Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturierte Proteine, auf 
30 Unterschieden in der elektrophoretilschen Mobilitat in 
freier Losung basierende Separaticfnen nicht inoglich 

sind [1, 2] . Daher mufl man, urn elektrophoretische Se- 

i 

parationen von Mischungen aus dieseii Molektllen zu be- 
wirken, eine Gelmatrix verwenden, welche die Reibungs- 
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eigenschaf ten dieser Spezies so ver&ndert, daft ihre 
elektrophoretische Mobilitat von detf MolektllgriJBe ab- 
hangig gemacht wird* 

■ 

5 Bisher war die in Kapillarelektrophoresesystemen ver- 
wendete Gelmatrix im allgemeinen ein festes Gel/ z.B. 
ein Agarosegel/ oder eine quervernetzte PolymermatriX/ 
z.B. eine quervernetzte Polyacryl^iaidmatrix. Solche 
Gele sind manchmal schwer ohne Blasjen oder Liicken in 
10 ein Kapillarrbhrchen einzufUllen und| schlieBen im all- 

gemeinen eine Wiederverwendung des RcShrchens aus. 

I 

■ 

Neuerdings wurden Kapillarelektropjhoresesysteme be- 
schrieben, in denen eine PolymerlSsurig als Separations- 
15 medium verwendet wird- Die im Gemeinschaf tsbesitz be- 
findliche US-Pat entanmeldung "Nucleic Acid Fractiona- 
tion by Counter-Migration Capillary: Electrophoresis"/ 

■ 

Ser.-Nr* 390/631/ beschreibt ein Elektrophoresesystem/ 
in dem die DNA-Fraktionierung in einer Polymerl6sung, 
20 die selbst durch das Rohrchen wanderi, durch elektroos- 

< 

* 

mot is chen Flufl in einer der Richtunig der DNA-Bewegung 

■ 

im Gel entgegengesetzten Richtung etfolgt- Die im Ge- 
meinschaf tsbesitz befindliche US-Pat4ntanmeldung "High- . 

i 

Viscosity Polymer Matrix and Methods 11 / Ser.-Nr. 

■ 

25 472/045, beschreibt die Verwendung ieiner viskoelasti- 

i 

schen PolymerlSsung als Ersatzmatrix! fUr eine querver- 

i 

netzte Gelmatrix bei der Kapillar-EleSktrophorese* 

■ 

j 
■ 

Idealerweise sollte eine Polymer 10 sung zur Separation 
30 einer Mischung aus Biopolymermolejktllen (z.B. DNA- 
Fragmenten oder Polypeptiden) eine jausgewahlte Poren- 
grofie besitzen, urn die Separation det Biopolymermolekti~ 
le zu optimieren/ und gleichzeitig eine minimale Visko- 

sitat aufweisen, damit die LOsung leicht in das Kapil- 

i 

I 

i 



m • • • 



« 



20 



30 



• m 

m 



• • 



im mm • » • • 

• • • • • • • 

• * • • • 
mm • • * • • • 



larrohrchen gezogen und wieder daraus entfernt werden 
kann. Bisher war die Auswahl von Poltfmeren und Polymer- 
konzentrationen, die eine ausgewahlte PorengrSBe und 
eine geringe Viskositat aufweisen, sqhwierig. Insbeson- 
5 dere wurden kleine PorengroBen, die fttr die Fraktionie- 
rung von Oligonucleotide^ z.B. bei der DNA-Sequenzie- 
rung, geeignet waren, allgemein nur jbei hohen Polymer- 

* 

konzentrationen erreicht, die auch zii hoher LOsungsvis- 
kositat fiihren. Am anderen Ende des Porengroflenspek- 
10 trums, wo zur Erzielung grower PorenigrGSen grofie Poly- 
mere erforderlich sind, kfSnnen sogari relativ dUnnflus- 
sige Polymer 16 sungen eine relativ hdhe Viskositat auf- 

■ 

weisen. 



15 Die vorliegende Erfindung umfafit unter einem Gesichts- 
punkt ein Kapillarelektrophorese-Element . Das Element 
umfafit ein ElektrophoreserOhrchen, und in diesem eine 
Lfcsung aus einem ungeladenen, wasseifldslichen Polymer, 
gekennzeichnet durch: 



i 



(a) eine Polymermassenkonzentration Cj, die zwischen ca. 

1/fTj] und 5/ [Til liegt, wobei [T]i] die intrinsische 

Viskositat des Polymers ist; \ 

■ 

25 (b) eine tatsachliche L6sungsviskositiat von weniger als 

i 

ca* 100 mPa*s; sowie 



(c) eine Polymer-PorengrOBe die ungefahr gleich aCT 0 ' 75 
ist, wobei a die Persistenziange des Polymers ist- 



In einer Ausftihrung, in der die PoiymerlCsung eine Po- 

rengrSBe zwischen ca. 50 und 150 A aufweist, liegt die 

i 

Massenkonzentration des Polymers zwischen ca* 3 und 6 



i 
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Gew.-%, und die Polymeria sung weist eine Viskositat 
zwischen ca. 5 und 50 mPa^s auf. In:einer anderen Aus- 
ftlhrung, in der die PorengrSBe zwischen ca. 200 und 
300 A liegt, betrSgt die Massenkonzontration des Poly- 
5 mers zwischen ca. 0,2 und 0,6 Gew.-$, und die Polymer- 
losung hat eine Viskositat zwischen eta. 1 und 10 mPa*s. 

■ 

Unter einem anderen Gesichtspunkt uidfaBt die Erfindung 
ein Verfahren zur Her st el lung eines bei der elektropho- 

! 

10 retischen Separation durch Kapillar^Elektrophorese ei- 

■ 

ner Mischung von Biopolymermolektilen innerhalb eines 

■ 

ausgewahlten Grdflenbereichs zu verwefidenden Polymer el e- 
ments. Das Verfahren umfaflt die Schiritte Auswahlen ei- 
ner PolymerporengrSfle, die zur Separation der Biopoly- 
15 mermischung in einem elektrischen Feld geeignet ist, 
und anschliefiend Auswahlen eines uiigeladenen, wasser- 
lGslichen Polymers mit einer intririsischen Viskositat 

(ril und einer Persistenzlange a, so dafi die ausgewahlte 
Porengrofle ungefahr gleich aC~°' 75 istj, wobei C zwischen 

ca. 1/[t|] und 5/ [tiJ liegt. Es wird eine LGsung aus dem 

■ 

Polymer mit einer Konzentration C izwischen ca. 1/[tj] 

i 

und 5/ [ti] gebildet, und diese Losung! wird in ein Kapil- 

* 

larelektrophoreserohrchen gezogen. 
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Dieses und andere Merkmale der Erfinfiung werden deutli- 
cher, wenn die folgende detailliert|e Beschreibung der 
Erfindung in Verbindung mit den zugeharigen Abbildungen 
gelesen wird, in denen: ; 

» 
■ 

i 

* 

Fig. 1 eine schematische Darstellun^ des Verwicklungs- 
prozesses ist, wobei fttr 1A <J> < fUr IB <f> w <j>* und 

» ■ 

ftlr 1C <|> > <|>* ist; 

I 



Fig. 2 eine schematische Illustration der verwickelten 
Poren ist, wobei E, die Porengr&fie angibt; 

■ 

Fig. 3 eine schematische Abbildung eines aufgelSsten 
Stoffes ist/ der nach dera Ogston-Mechanismus durch ein 
Polymernetz wandert, worin der aufgielSste Stoff durch 
die Poren sickert, als ob er ein starres Teilchen ware; 

« 

R 

Fig. 4 eine .schematische Abbildung; eines aufgelesten 
Stoffes ist/ der nach dem Reptatipnsmechanismus wan- 

dert, worin die Spule aus aufgeiastem Stoff w mit dem 

> • 

Kopf voran" durch die "RShren" gepteSt wird, die vom 

■ 

Polymernetz gebildet werden; j 

■ 

Fig. 5 eine schematische Illustration ist, die den ver- 

■ 

langernden Einflufl des elektrischen Felds auf die GrOBe 
eines Molekttls veranschaulicht, das. nach dem Reptati- 
onsmechanismus wandert. Wenn E = 0 ist, sind - N°' 5 
und p ~ jj, wenn E hingegen grofl ist, ist R, ~ N 1 ' 0 und \i 

ist unabhSngig von N; j 

■ 
■ 

■ 
■ 

i 

Fig. 6 die Abhangigkeit der spezifischen Viskositat, 

Tj 3p/ einer HEC-Puf f erlSsung von deif HEC-Konzentration 
zeigt; ■ 

■ 

i 

Fig. 7 Kurven darstellt/ welche die PorengrSBe, zei- 
gen, die fUr verwickelte HEC-Losungen (A) und Agarose- 
gele (B) als Funktion der porenbildenden Polymervolu- 

menfraktion, <f>, vorausgesagt wird; 

i 

Fig. 8 ein representatives Elektropherogramm ist, das 

die Separation von 11 DNA-Restriktionsfragmenten dar- 

i 

« 

< 

! 
i 
■ 

: 
I 

■ 

I 

■ 

i 

• ■ 
i 
i 
• 

! 



Best Available Copy 



«« 



* 
* 



* • 



stellt, deren Gr66e zwischen 72 und 1353 Basenpaaren 
liegt, wie in der Figur dargestellt; 

Fig. 9 ein Ferguson- Plot far Proben-»DNA- Fragment e ist, 
5 deren BasenpaargrOfle zwischen 118 und 1353 liegt; 
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Fig. 10 die Quadra twurzel des Verzogerungskoef f izienten 
K r gegenuber dem quadratischeii Mittelwert des Tragheits- 

» 

radius <R q 2 > i der DNA-Fragmente aus F±g. 9 zeigt; und 



Fig* 11 eine Grafik des Logarithiaus der elektrophoreti- 
schen Mobilitat gegenuber dem Logarithmus der inversen 
MolekulargrfiSe (in Basenpaaren) ftir unterschiedliche 

* 

HEC-Konzentrationen ist, I 

■ 
* 

I . Polymerporengrofle und Vikositatserwagungen 



A. Polymerporengrofie 

* * 

In diesem Abschnitt werden der Begrif f einer verwickel- 
ten Polymerlosung und einige der $kalierungsgesetze, 
die zur Beschreibung ihrer. Eigensphaf ten entwickelt 
wurden, vorgestellt. 

25 ' 

Oberlappungsschwelle : Ein wichtiger tjFnterschied besteht 

zwischen dtlnnf ltlssigen PolymerlOsungen, bei denen die 

Polymerketten hydrodynamisch voneinarider isoliert sind, 

und konzentrierteren LOsungen, bei denen sich die Ket- 

* 

ten Uberlappen und interagieren. Die Polymervolumen- 
fraktion, bei der die Polymerketten beginnen # zu in- 
teragieren, <|>*, wird tlberlappungsschwelle genannt* (Jber 
dieser Konzentration nennt man die ;L6sung verwickelt. 
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8 

■ 

Eine schematische Illustration des Verwicklungs- 
prozesses ist in Fig* 1 dargestellt. 

Ein Ausdruck, der den Wert von als Funktion der Po- 
lymergrQBe voraussagt, wurde zuerst von de Gennes [7] 
abgeleitet. Dieser Ausdruck basiert: auf der Annahme, 

■ 

daB, wenn ^ * <j>* ist, die Massenkonzentration der L5- 
sung dieselbe ist wie die Konzentration in einer ein- 

zelnen Spule. Ftir Polymere in einem athermischen LQ- 

: 

10 sungsmittel ftihrt diese Annahme zu dejn Ausdruck: 

* N"°' a ' (1) 

i 
I 

i 

Wenn N groB ist/ kann <j>* also sehr; klein sein. Wenn 

15 beispielsweise N * 10 4 , liegt <|>* im Bereich von 10~ 3 . 
Dadurch kOnnen sich auch scheinbar dtinnf Itlssige Poly- 
merlosungen in einem verwickelten Zustand befinden* 



Eine verwickelte Losung ist durch eine durchschnittli- 
che Porengrttfie, gekennzeichnet (Fig. 2) « De Gennes 

■ 

[7 J hat einen approximativen Ausdruck abgeleitet, der £ 

zur Polymervolumenf raktion, $ f in Beiziehung setzt. Ftir 

4> > <|>* hangt £ nur von der Volumenf raktion des Polymers / 

25 <j>, und nicht von der GrOfie der Polymerkette, N, ab. 
Dadurch wird ganz einfach f estgestellt, dafi die Poren- 
grSBe kleiner ist als die Gesamtlangd des Polymers. Als 

n&chstes wird angenommen, daB, wenn| <f> « <j>* ist, die 
PorengrOBe mit der Gr6Be einer einzelnen Spule, R^, ver- 

30 gleichbar ist. Diese beiden Annahmen .fuhren zu dem Aus- 
druck : 

£ <*> « a *-°' 7S ' (2) 
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Wieder wird in Gleichung (2) angenomijaen/ daB . das Poly- 
mer in einem athermischen Losungsmittel aufgelSst wird. 
Dies ist ein wichtiges Ergebnis, das die Grofle der Pore 
in. einer verwickelten Lbsung an der Volumenf raktion des 



10 



15 



25 



30 



B . Optimale PolymergrSSe 



Urn verwickelte Polymer lesungen auf den grdflten Bereich. 

■ 

von Biopolymerseparationen anzuwendeh, mochte man die 

PorengrSBe in der LOsung variieren kbnnen. Gem&B Glei- 

i 

chung (2) muB man jedoch eine hohe Polymer konzentration 

■ 

verwenden, wenn man in einem bestiinmten Polymer eine 

■ 
■ 

kleine Pore bilden miSchte. Wenn jedoch die Polymerkon- 

zentration erhOht wird, steigt auch die LOsungsviskosi- 

■ 

an. Idealerweise mSchte man die jiraktischen Vortei- 



le einer niedrigen Viskositat aufrechterhalten, wenn 
man zu einer kleineren Pore Ubergeht,. Die oben genann- 
ten Beziehungen zeigen an # wie dieses erreicht werden 
20 konnte. Urn die Viskositat der PolymerlSsung zu minimie- 

ren r mcjchte man nahe bei <|>* operieren. Gleichung (2) 

i 

I 

sagt jedoch voraus, daB man einen :groBen Wert fur <J> 
braucht, urn eine kleine Pore zu erzielen. Urn beide An- 

■ 
■ 

forderungen zu erftillen, sollte man ein kiirzeres Poly- 

■ 

liter verwenden, um eine engere Pore zii bilden. Dies kann 
durch die Kombination der Gleichungeln (1) und (2) de- 

werden, wodurch sich folgiender Ausdruck er- 



gibt : 



(3) 



Um also eine groflere Pore zu erzeugein und gleichzeitig 
die Viskositat der LGsung zu minimijeren, muB man ein 

langeres Polymer verwenden, und um eine kleinere Pore 

■ 

zu erzeugen, muB man ein ktlrzeres 
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C- Elektrophoretische Wanderung 

Sobald die Netzstruktur der PolymerlOsung festgelegt 
wurde, kdnnen wir die Auswirkungen des Polymerlfcsungs- 
netzes auf die Elektrophorese ansprechen. Wie im Fall 
der traditionellen Gelelektrophorese gibt es zwei 
Haupttheorien, welche die Wanderung eines flexiblen 
Makromolektlls durch ein Polymernetz: beschreiben: das 
Ogston-Siebmodell und das Reptationsmodell . Die Anwend- 
barkeit der Modelle hangt jeweils yon der GrOfie des 

■ 

wanderrxden Molekuls relativ zur PorengrBfle des Netzes 
ab. 

■ 
■ 

! 
i 

Das Ogs ton-Model 1: Das Ogston-Modell ! behandelt das Po- 
lymernetz als Molekularsieb* Es geht davon aus, dali die 
Matrix aus einem zufailigen Net2 mitjeinander verbunde- 

ner Poren mit einer durchschnittlichen Porengr5Be, £ r 
besteht und daJJ sich der wandernde aufgelOste Stoff wie 
ein undeformierbares Teilchen mit dem Radius R^ verhalt* 
Nach diesem Mode 11 wandern kleinere Molektlle schneller, 
da sie auf eine grSfiere Fraktion der; verfiigbaren Poren 
Zugriff haben. Die mathematische Behandlung dieses Pro- 
blems wurde zuerst von Ogston [8] v^rgestellt . Fig, 3 
ist eine schematische Illustration, die einen aufgela- 
sten Stoff zeigt, der nach dem Ogstori-Mechanismus duzrch 
ein Polymernetz wandert. 

i 

Nach der Ogston-Theorie wird angenommen, daa die elek- 
trophoretische Mobilitat des wandernden aufgelOsten 
Stoffs durch die porttse Struktur genausogrofl ist wie 
seine freie LSsungsmobilitat, multipliziert mit der 

Wahrscheinlichkeit, dafi der aufgelSste Stoff auf eine 
Pore trifft/ die grofi genug ist/ um ;ihn durchzulassen. 
Daher gilt: 
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ji - u 0 P (5 * RJ 



(4) 



10 



wobei £ der Radius der Pore 1st, in der sich die Spule 

befindet, und P (£ £ R 5 ) die Wahrscheinlichkeit ist, dafi 
eine bestimmte Pore einen Radius hat, der grofier als 

oder gleich groB wie der Radius des wandernden Teil- 

chens ist. Das Ogston-Modell der Porengrofienverteilung 

sagt voraus, dafi in einem zufalligen Netz linearer Po- 

lymere die Fraktion von Poren, die grofi genug sind, um 

ein kugelformiges Teilchen mit dem Radius R a aufzuneh- 

men, 



P Si RJ = exp(-Jtnl(r + R 9 ) 2 ) 



(5) 



15 



20 



ist, wobei n die Durchschnittszahl yon Polymerstrangen 
pro Volumeneinheit, 1 die Durchschnittsl&nge der Poly- 
merstrange und r die Dicke der Strange ist. Aufierdem 
geht dieses Modell davon aus # daB das Produkt n*l pro- 
portional zur Konzentration, C, des .gelbildenden Poly- 
mers ist. Daher gilt: 



P > R ) = exp(-KC(r + R) 2 ) 



(6) 



25 



wobei K eine Proportionalitatskonstante ist. In Glei- 
chung (6) ist der Ausdruck K(r + R g ) ? als VerzOge rungs- 
koeffizient, K r , bekannt und ist ein; Kennzeichen einer 
bestimmten molekularen Spezies in eijnem besonderen Po- 
lyiaersystem. ! 



30 



Durch {Combination der Gleichungen (A) und (6) ergibt 
sich der Endausdruck, der die Wanderjung eines aufgeld- 

sten Stoffes durch ein Polymernetz| nach dem Ogston- 

i 

Mechanismus beschreibt: 



• • «*•* • • • 

■ • 9 * m » • • m 
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p - p 0 exp(-KC<r + R g ) 2 (7) 

Wenn r « R g ist, wtirde man erwarten, dafl sich beim Auf- 
tragen von log(u/u<>) gegen C eine gerade Linie mit einer 

5 zu R/ proportionalen Steigung ergibt. Solche Grafiken 

■ 

sind als Ferguson-Plots [9] bekannt* ; 

i 

■ 

I 
I 

Wie oben erwahnt, geht das Ogs ton-Mode 11 davon aus, dafl 

sich der wandernde aufgelfcste Stoff wie ein undefor- 

* 

10 mierbares kugelf<5rmiges Teilchen verhalt. Es bertick- 
sichtigt nicht die Tatsache, dafl sich das wandernde 
MolekUl deformieren kSnnte, urn sich durch eine Pore zu 
"pressenV Daher sagt das Ogston-Modell voraus, dafl die 
elektrophoretische Mobilitat des wancternden aufgelcisten 

*5 stoffes schnell gegen Null geht, wenni R^ > £ ist, Es ist 
jedoch bekannt, dafl grofle flexible Kettenmolektlle wie 
die DNA sogar weiter wandem, wenn ;R g » % ist. Dies 
wird durch das zweite Model 1 fttr die Wanderung, das 
Reptationsmodell, erklart. Das Reptationsmodell geht 

davon aus, dafl sich das wandernde MolekUl "mit dem Kopf 

■ 

voran" durch das porOse Netz bewegt . anstatt als unde- 
formier bares Teilchen mit dem Radius R a zu wandern. Das 
Reptationsmodell ist Gegenstand dies folgenden Ab- 
schnitts. 

25 

Reptation und abgelenkte Reptation: pie Basis des Rep- 
tationsmodells ist die Erkenntnis, djafi sich ein langes 
flexibles MolekUl bei der Wanderung durch ein Polymer- 
netz mit einer kleineren PorengrOBe a;ls R^ nicht notwen- 
digerweise als undeformiertes Teilchen bewegt, sondern 
sich stattdessen "mit dem Kopf voran" durch das Poly- 
mernetz "schiangelt" * Es wird angenotomen, dafi der wan- 
dernde aufgelfcste Stoff auf "RShrea" beschrankt ist, 



> 
i 

i 
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die von der Gelmatrix gebildet werden. Der Begriff Rep- 
tation kommt von der reptilienartigeri Natur dieser Be~ 
wegung. Fig. 4 zeigt eine schematische Illustration 
eines flexiblen MakromolekUls bei der Reptation. Die 
5 erste Beschreibung des Reptationsmechanismus wurde von 
de Gennes [7, 10] sowie Doi und Edwards [11] vorge- 
stellt, wahrend die erste Anwendung der Reptationstheo- 
rie auf die Elektrophorese von Biopolymeren von Lerman 
und Frisch [12] vorgestellt wurde. Nach diesen Modellen 

m 

10 gilt, wenn ein flexibler aufgelester Stoff nach dem 
Reptationsmechanismus wandert, innerhalb der Grenze der 
elektrischen Felds tarke Null: 

15 

Gleichung (8) gibt an, dafl fUr ein kettenahnliches Mo- 
lekttl, das unter dem Einflufl eines elektrischen Felds 
eine Reptilbewegung ausftihrt, die • elektrophoretische 
Mobilitat umgekehrt proportional zur Molekttliange ist. 

20 

Eine Verfeinerung des Reptationsmodells, die den Ein- 
flufl groBer elektrischer Felds tarken bertlcksichtigt, 
1st das Modell der abgelenkten Rejptation. Wenn das 
elektrische Feld groB wird, ist diei Annahme, daB das 

25 wandemde MolekUl als unbeeinf lufite Spule existiert, 
nicht langer gtlltig. Aufgrund der iriduzierten Ausrich- 
tung des grSBeren Segments wahrend j der ErhOhung der 
Feldstarke wird die Spule langergezo^en. Dies ist sche- 
matisch in Fig* 5 dargestellt, Im Extremfall wird die 

30 Spule zum Stab. Wenn das wandemde; Molektil zu einem 
Stab wird, wird die elektrophoretische Mobilitat wieder 
unabhangig von der MolektilgrOfle. wahrend also die Spule 
langergezogen wird, verschwindet die Abhangigkeit der 

♦ 
■ 

i 

■ 

■ 

i 
■ 

i 
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GrOfle £ von p. Diese Wirkung wurde zuerst von Lumpkin 
[13] beschrieberi/ der zu einem Ausdruck der Form 

■ 

ia * K(£ + bE 2 ) (9) 

kam, wobei K eirie Konstante und b .eine Funktion der 
PorengroBe des Polymernetzes sowie der Ladung und Per- 
sistenzlange des wandernden aufgelosten S toffs ist. Der 
erste Ausdruck in Gleichung (9) hangt von der GrGfie des 
wandernden MolekUls ab, jedoch nicht von der elektri- 
schen Feldstarke, wahrend der zweite Ausdruck nicht von 
der MolektllgrOBe, jedoch von der elektrischen Feldstar- 
ke abhangt. Daher sinkt die Abhangigkeit der Mobilitat 
von der MolektllgrSBe, wenn das elektrische Feld oder 
die MolekUlgrSfie ansteigen. Dies ist die Schlttsselvor- 
aussage des Modells der abgeienkten Reptation. Das vor- 
ausgesagte Verhalten wurde experimentell beobachtet 
[14]. Aufgrund dieser Wirkung betragtt die maximale DNA- 
Gr5Be, die mit traditionellen elektrophoretischen Tech- 
niken separiert werden karui/ ca. 20.000 Basenpaare. Urn 
diese Grenze zu Uberschreiten, mtisseft pulsierende Fel- 



II * Polymerauswahlverf ahren 



Unter einem Gesichtspunkt der Erfindung wird ein Ver- 
fahren zur Herstellung eines Polymer elements vorgese- 
hen, das bei der elektrophoretischen Separation einer 
Mischung aus BiopolymermolektLlen inndrhalb eines ausge- 
3Q wahlten GreBenbereichs durch Kapillar-Elektrophorese 
verwendet werden kann. Zuerst wahlt man bei dem Ver fah- 
ren eine Polymer-PorengrQBe die zur Separation der 
Biopolymermischung in einem elektrisphen Feld geeignet 
ist* Zur Separation einzelstrangiger Oligonucleotide 
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ist beispielsweise eine PorengrSBe von ca. 50-150 A 
geeignet. Zur Separation relativ groBer doppelstrangi- 
ger DNA, z.B. im GroBenbereich bis iu 10.000 Basenpaa- 
ren, ist eine Porengrttfie von 200-300 A geeignet. 

» 

Dann wird ein ungeladenes, wasserlesliches Polymer mit 
einer intrinsichen Viskositat und einer Persistenz- 

lSnge a ausgewahlt, so dafl die ausgewahlte PorengrOBe 
ungefahr gleich aC~ 0 ' 75 ist, wobei C zwischen ca. 1/[t|] 

und 5/[r|] liegt und die tats&chliche= Viskositat weniger 
als ca, 100 mPa*s betr&gt. 



Zur Verwendung in der vorliegenden Ejrfindung bevorzugte 
Polymere sind lineare Polyoxide, Polyether, z.B, Poly- 
ethylenoxid (Polyethylenglycol) / sowie Polypropylene- 
xid, Polyethylenimin, Polyacrylsauire, Polyacrylamid, 
Polymethacrylamid/ Polymethacrylsaure, Polyvinylacetat/ 
Polyvinylpyrrolidone . Polyvinyloxazolidon sowie ver* 
schiedene wasserlSsliche Hydroxylpolymere, z.B, nattir- 

liche Gummis (Xanthan, Dextran, Guar:, uswj , wasserlSs- 

■ 

liche Celluloseverbindungen, z.B. Methylcellulose und 
Hydroxyethylcellulose sowie Copolymere und Mischungen 
aus diesen Polymeren. 



Geeignete wasserlOsliche Polymere mit einem breiten 
Bereich an Molekulargewichten (oft als LOsungsviskosi- 
tat bei einer bestimmten Polymerkonzentration ausge- 
drtickt) sind im Handel erhaitlich : Oder kdnnen unter 
~ n definierten Polymerbildungsbedingungen hergestellt wer- 
den, wie in den nachfolgenden Beispielen veranschau- 
licht • 
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Die intrinsische Viskositat eines Polymers kann folgen- 
dermaBen experimentell bestimmt werden: Die spezifische 

Viskositat einer LSsung wird zuerst bei einer ausge- 
wahlten Temperatur (der erwarteten Lauf temperatur der 

5 Elektrophorese) aus der tatsachlichen Viskositat tj a der 

■ 

LSsung und der Viskositat des LSsungsiaittels t\ 0 , aus dem 
Ausdruck "n sp = t^/t^-I gemessen. Wenn die ausdrucksspezi- 

■ 

fische Konzentration Viskositat/Polymer (ti sp /C) gegen 
10 die Polymerkonzentration aufgetragen wird r ergibt der 
Schnittpunkt mit der Y-Achse (Pcblymer konzentration 
Null) die intrinsische Viskositat auf der Achse 

15 

Wie oben besprochen, tritt die Ver^icklungskonzentra- 
tion eines ausgewahlten Polymers bei einer Konzentra- 
tion C* auf, bei der C (t]] - 1, d.h- bei der C = 1/[tj], 

Eine Polymerkonzentration zwischen ck. l/[ri] und 5/ 
20 erstreckt sich also von der Verwicljclungskonzentration 
C° bis zu einer Konzentration von | 5C°. Vorzugsweise 
liegt die Polymerkonzentration zwischien C° und 2C° . 



Die Persistenziange a eines Polymers kann aus der in- 

25 trinsischen Viskositat [r\] , dem Molekulargewicht <MW) , 

der Konstanten <fr c sowie <r 2 > nach jden untenstehenden 
Gleichungen 11 und 12 bestimmt werdein. Sobald der Wert 
von a bekannt ist, kann die Porengrfcfie des Polymers mit 
der obenstehenden Gleichung (2) bestimmt werden. 

30 

■ 

i 

Der untere Bereich der Polymerkonzentration (C°) ist 
daher nur erforderlich, urn die erfdrderliche Verwick- 

■ 

lung im Polymer zu erzeugen, Der obere Polymerbereich 
(z.B. 2-5C°) verringert nacii Gleichung (2) die Poren- 

* 
* 

I 

• 

i 

i 

i 

! 

i 

i 

i 
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grefie, gewahrleistet aber immer noch eine niedrige Vis- 
kositat der PolymerlOsung/ vorzugsweise unter ca. 100 
mPa«s, noch besser bei ca, 1-50 mPa*s. 

5 Zur Illustration: Um eine L6sung mit iniedriger Viskosi- 
tat und einer PorengrcJJJe von ca. 50-150 A herzustellen, 
wird ein Hydroxyethylcellulose (HEC) -Polymer (das einen 
Wert ftlr a von ca. 4,25 A hat) mit einem Molekularge- 
wicht von ca. 24 Kilodalton (N = ca. 128) in einem was- 

10 rigen Puffer • auf eine Endkonzentration des Polymers 
zwischen ca. 3 und 6 Gew.-% abgestimbt . Die Viskositat 
der Losung liegt zwischen ca, 5 und 50 mPa*s. Diese 
Losung fttr die elektrophoretische Separation einzel- 
strangiger Oligonucleotide geeignet. . 

15 j 

Ahnlich wird zur Herstellung einer PolymerlOsung mit 
einer Porengrofle von ca. 200-300 A ein Hydroxyethylcel- 
lulose (HEC) -Polymer mit einem Molekulargewicht von ca. 
191 Kilodalton (N - ca. 1026) in einem waflrigen Puffer 

* 

20 auf eine Endkonzentration des Polymers zwischen ca. 0/2 
und 0/6 Gew.-% abgestimmt. Die Viskositat der LOsung 
liegt zwischen ca. 1 und 10 mPa»s. Diese L6sung ist ftir 
die elektrophoretische Separation doppelstrangiger DNA- 

* 

Fragmente mit Molekulargewichten von bis zu ca. 10.000 

« 

25 Basenpaaren geeignet. 

i 

■ 

Nach der Herstellung der PolymerlSsung mit der ausge- 
wahlten Porengrofle und der gewUnscht^n niedrigen Visko- 
.sitat wird die LOsung in ein zur 61ektrophoretischen 
30 Separation von Biopolymeren verwendetes Kapillarr5hr- 
chen gezogen. Die elektrophoretischle Separation kann 
nach Standard-Kapillarelektrophoreseyerfahren durchge- 
fUhrt werden. 
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* 

III . Kapillarelektrophorese-Elemerit 

Unter einem anderen Gesichtspunkt umfaflt die Erfindung 
ein Kapillarelektrophorese-Element . Das Element wird 
wie in Abschnitt II beschrieben hergestellt und umfaBt 
ein KapillarelektrophoreserOhrchen/ und in dem ROhrchen 
eine LOsung aus einem ungeladenen, wasserlCslichen Po- 
lymer^ gekennzeichnet durch: 



10 (a) eine Polymermassenkonzentration Q, die zwischen ca. 

l/[r[] und 5/[T|l liegt/ wobei t\ die intrinsische Visko- 
sitat des Polymers ist; 

(b) eine tatsachliche LOsungsviskositat von unter ca. 
15 100 mPa*s; sowie ! 



(c) eine Polymer-Porengraiie die ungefahr gleich aC 0 ' 15 
ist/ wobei a die Persistenziange des Polymers ist. 



In einer exemplar ischen Ausftihrung/ die wie oben herge- 

* 

stellt wird, liegt die PorengrOfie zwischen ca. 50 und 
100 A und die Massenkonzentration des Polymers zwischen 
ca. 3 und 6 Gew.-%/ und die PolymerlSsung hat eine Vis- 

* 

kositat zwischen ca. 5 und 50 mPa*s. In einer anderen 
exemplarischen AusfUhrung, die ebehfalls wie in Ab- 

■ 

schnitt II beschrieben hergestellt Wird, liegt die Po- 
rengrOBe zwischen 200 und 300 A undf die Massenkonzen- 
tration des Polymers zwischen ca. 0>2 und 0/6 Gew.-%/ 
und die Polymeriasung hat eine Viskositat zwischen ca. 
1 und 10 mPa*s. 



Die folgenden Verfahren und Beispiele veranschaulichen 
verschiedene Herstellungen und Verfahren, die bei der 



Best Available Copy 



• 



• • • • 

• • • 

• • » • 



* 

»• » • 



19 



Anwendung der vorliegenden Erfindungf verviendet 
Die Beispiele dienen nur der Veransc&aulichung und sol 
len den Geltungsbereich der Erfindung nicht begrenzen. 



5 Beispiel 1 

■ 

Experiment el le Verfah-ren 

« 

A. Kapillarelektrophoresesystem 

10 Das bei dieser. Arbeit verwendete Kapillarelektrophore- 
sesystem ist dem an anderer Stelle beschriebenen [16, 
17] sehr ahnlich. Ein gerades StUck einer mit Polyamid 
beschichteten Kapillare aus Hartf euerporzellan (Poly- 
micro Technologies Inc., Phoenix, AZ) , 50 cm lang 

15 (Abstand zum Detektor 35 cm) mit einiem Innendurchmesser 
von 50 ]im und einem Auflendurchmesser von 375 pm, ver- 

bindet den anodischen Behaiter mit dem elektrisch geer- 

■ 

deten kathodischen Behaiter. Eine Hochspannungsquelle/ 
die bis zu 30.000 V erzeugen kann (Sammar High Voltage 
20 Research/ Inc., Onaand Beach, FL) , wurde verwendet, um 
den Elektrophoreseprozefl anzutreiberi. Der Strom durch 
die Kapillare wurde mit einem digitalen Multimeter 
(Hewlett-Packard, Modell 3465B, Palo Alto, CA) uber 

einen 1 kfl-Widerstand in der Riickleitung der Stromquel- 

25 i 

le gemessen. 



30 



Die UV-Messung auf der Saule bei 260; nm wurde mit einem 
modif izierten variablen Wellenlangendetektor (Applied 
BioSys terns, Modell 783, Foster City; CA) durchgefUhrt * 
Das Elektrophoresesystem wurde in einen isolierten Raum 
mit Sicherheitsverriegelungen eingeschlossen, • um elek- 
trische Schiage zu verhindern. Die paten wurden in ei- 
nem Integrator (Hewlett-Packard, Modell 3390A, Palo 
Alto, CA) gesammelt. Die Proben wurden in die Kapillare 
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geftlllt, indem 2-3 Sekunden lang ein. Vakuum von 170 rob 

* 

an den kathodischen Elektrodenbehaiter angelegt wurde, 
wahrend das anodische Kapillarenende in die ProbenlS- 
sung getaucht wurde ♦ Nachdem die Probe in die Kapillare 
5 geftlllt worden war, wurde das anodische Ende der Kapil- 
lare zusammen mit der anodischen Elektrode zurttck in 

■ 

den Elektrophoresepuf fer gebracht/ utnd dann wurde die 
elektrophoretische Spannung angelegt ♦ Die Temperatur 
der die Kapillare umgebenden aufgertthrten Luft wurde 

* 

10 fur alle Experimente bei 30,0°C ± 0, 1°C gehalten. Eine 
Beschreibung der Verfahren zur Berechnung der elektro- 
phoretischen Mobilitat wird an anderer Stelle gegeben 
[18]. 

« 
■ 

15 B* Viskositatsraessungen 

« 

Viskositatsraessungen wurden mit einem Ostwald- 

Viskometer [19] durchgeftlhrt , das in einem Wasserbad 

> 

auf 30°C ± 0,5°C gehalten wurde. ' 

20 

Die bei dieser Studie verwendete DNA-Mischung war eine 
handelstlblich hergestellte Restriktidnsaufbereitung des 

■ 

<f>X174-Plasmids (Bethesda Research Labs, MD) . Der bei 
alien Experimenten verwendete Puffer, bestand aus 89 mM 
25 tris [Hydroxymethyl] aminomethan, 89 mM Borsaure und 5 mM 
Ethyl endiamintetraacetylsaure (TBE) mit variierenden 

4 

Mengen zugegebener (Hydroxyethyl-) Cellulose (HEC) « 



30 



Beispiel 2 

Verwicklungsschwelle und Porengrftflej von HEC-LOsungen 



A. Verwicklungskonzentration 
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* 

Experimentell kann der Punkt, an dem eine Polymer l&sung 
verwickelt wird, durch Auftragen des Logarithmus fUr 

die spezifische Viskositat, r\ 9p , als Funktion der Poly- 
mervolumenfrakt ion best immt werden [20] • Filr unabhangi- 

ge, nicht-interagierende Molekttle, d.h* <j> < <{>*, sagen 
Theorien Uber dtinnflUssige LOsungeri voraus/ dafl die 
Steigung einer solche Kurve ungefahr'1,0 betragen soil- 
te [21] . Wenn dann die Polymerspulen zu interagieren 
beginnen, wird erwartet, dafi die Steigung ansteigt. Als 
Beispiel fur dieses Verhalten werden in Fig. 6 experi- 
mentelle Ergebnisse ftir LOsungen aus : in einem tris-Bor^ 
Elektrophoresepuf fer aufgelSster Hydroxyethylcellulose 
(HEC) vorgestellt. Die durchgehende Linie in Fig. 6 ist 
die Anpassung der kleinsten Quadrate an die ersten vier 
Punkte, wobei die Steigung 1,07 betragt. Diese Daten 

implizieren, dafi fur dieses System 0,29% < <t> *hec < Or 4% 
ist- Es ist bezeichnend, dafi der absolute Wert der Vis- 
kositat dieser HEC-LOsung an der Verwicklungsschwelle 
sehr niedrig ist - im Bereich von ;i mPa # s. Dies ist 
eines der auf f allendsten Merkmale dieser Systeme: dafi 
man eine Netzstruktur in L5sungen mit der Viskositat 

■ 

von Wasser erzeugen kann, 

i 

* 
■ 
■ 

Um die Obereinstimmung zwischen dem' in Fig, 6 experi- 

4 

mentell best immt en Wert ftir <|>* und dem durch Gleichung 
(1) vorausgesagten Wert zu prtlfen, milssen wir zuhachst 
einen ungefahren Wert fiir N fUr das HEC bestimmen. Dies 
kann mit der Mar k-Houwink-Sakurada -Gleichung [22] er- 
30 folgen; 

[Til = K * (MW) 3 " 15 : (10) 



wobei [r|] die intrinsische Viskositat, MW das Moleku- 
largewicht des Polymers ist und K und aMHS Konstanten 
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sind, die fiir ein bestimmtes Polymer/Losungsmittel- 
System bei einer bestimmten Temper&tur kennzeichnend 
sind. FUr in Wasser aufgel6stes HEC ist K » 9,533 * 10" 3 
ml/g und aMHS = 0,87 [22]. Aus Viskositatsmessungen 

(Daten nicht abgebildet) , dem Wert fiir und den Pa- 

rametern K und aMHS kann man einen ungefahren Wert fUr 
das Molekulargewicht des Polymers be$timmen. Der resul- 
tierende Wert fur das Molekulargewicht Von HEC ist 
191.800. Daher ist der Wert far N = 1026, nimmt man ein 
Molekulargewicht des Monomers von 187 fiir HEC an. Mit 



diesem Wert fttr N sagt Gleichung (1) ' voraus, daB $ * 



HEC 



= 0,39%, was mit dem experimentellen; Wert von 0,29 < <j> 



KEC 



= 0,40 tibereinstimmt . 



B. PorengroBe 
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Um Gleichung (2) auf die Berechnung einer PorengrOBe 
anzuwenden # mufi man zunachst einen Wert fiir die stati- 
stische Segmentiange a fur HEC abschatzen. Der Wert fur 
a kann aus intrinsischen Viskosit^tsmessungen abge- 
schatzt werden. Nach Flory [23] gilt ftir ein Polymer 
mit zufailig verteilten Spulen: 



25 



in] - 



wobei <|> c eine Universalkonstante miteinem Wert von 2,1 

i 

* 10 23 ist, wenn die Einheiten ml7g hat und <r 2 > der 

durchschnittliche Quadratwurzelabstajnd von einem Ende 

■ 

30 der Polymerkette zum entgegengeset^ten ist. AuBerdem 
gilt ftir eine unbeeinf luBte Kette: 



(12) 
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Auf der Basis eines gemessenen Werte$ von 317 ml/g ftlr 

[r|] im Elektrophoresepuf fer (Daten tiicht abgebildet) , 
ergeben die Gleichungen (11) und (12) einen Wert von 
270 A fur R y . Als nSchstes gilt angesichts der Beziehung 
5 zwischen der Segmentiange a und R, filr eine unbeeinflufi- 

■ 

te Spule: 

■ 

« aN 0 ' 6 (13) 

i 

i 

> 

10 und da N = 1026, ist also a = 4,21 A„ Dies liegt in der 
Nahe der ver6f f entlichten Segment lanige von 4,25 A far 
HEC [22].. Dieser Wert fUr a wird derzeit in diesem La- 
bor durch dynamische Streulichtmessungen bestatigt. 

15 Mit diesem Wert fur a ist es intereSsant, die ungefah- 
ren PorengrOBen der Polymer lOsungen mit denen traditio- 
neller Elektrophoresegele zu vergleiehen. Righetti [24] 
hat eine empirische Beziehung entwickelt, urn die Poren- 
grBBe in Agarosegelen mit der Agarosekonzentration in 

20 Beziehung zu setzen: 



£ - 1407 (T 0 ' 7 (14) 



wobei 4 <3ie gemessene PorengrSfte (in; A) und C die Kon- 
zent ration der Agarose (in Gew # -%) 1st* Dieser empiri- 
sche Ausdruck hat dieselbe Form und einen ahnlichen 
Exponent enwert wie die von der Verwicklungstheorie vor- 
ausgesagten, Vergleicht man jedoch die Ergebnisse der 
Gleichungen (2) und (14) , scheint ciie verwickelte La- 
sung bei einer bestimmten Gewichtsf raktion von Polymer 
eine kleinere PorengroBe zu erzeugeru Dies paBt zu der 
Tatsache, daB in einem Agarosegel die Polymerf asern als 
Bttndel existieren und somit grSfler^ FreirSume lassen. 
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In Fig. 7 warden die niit den Gleichungen (2) und (14) 
vorausgesagten PorengrOfien verglichen* Auf der Basis 
dieser Gleichungen scheint es also, &aB die unter Ver- 
wendung von verwickelten Polymeren erreichbaren Poren- 
grOBen eine GrSBenordnung kleiner sind als jene unter 
Verwendung von Agarosegelen mit derselben Polymerkon- 
zentration. 

Beispiel 3 

DNA~Fragmentseparation in HEC-PolymerlQsungen 

Fig. 8 zeigf ein representatives Elektropherogramm von 
DNA- Fragment en, deren GrSBe zwischen 72 und 1353 Basen- 
paaren liegt. Eine Beschreibung des; in diesen Studien 
verwendeten Kapillarelektrophoresegerats sowie der zur 
Berechnung der elektrophoretischen Hobilitat verwende^ 

ten Verfahren wird an anderer S telle gegeben [18] . 

■ 

wie zuvor erwahnt, sollte nach dem Ogston-Modell ein 
Auftragen des Logarithmus y gegen %HEC (ein Ferguson- 

Plot) eine lineare Beziehung mit eirier Steigung gleich 

j 

K r und einem Schnittpunkt mit der Y-Achse gleich log ]i 0 
ergeben. Fur die Fragmente 118, 194, 234, 281 und 310 

■ 

in Losungen bis zu <|>*HEC — 0,4% wirfd dieses Verhalten 

> 

auch tatsachlich beobachtet (Fig. 9):. Der Schnittpunkt 
dieser fttnf Linien, 0,588 {%RSD = 0,|L5%) impliziert fttr 
p 0 einen Wert von 3,87 * 10" 4 cm 2 /V s. (%RSD = 1,2%, n = 

■ 

16) . Dies ist ein interessantes Ergebnis. Zuvor konnte 
in Systemen mit starren Gelen der Wert fUr p 0 nur auf 

der Basis des Schnittpunkts mit : der Y-Achse des 

■ 

Ferguson-Plots gefolgert werden. Hier kann der Wert ftir 
auf der Basis des Schnittpunkts mit der Y-Achse mit 
dem tatsachlich gemessenen Wert verglichen werden, da \i 0 

■ 

direkt gemessen werden kann. Die esige Obereinstimmung 
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dieser beiden Werte fUr p 0 ist eine zwingende Verifizie- 
rung des Ogston-Mechanismus . FUr Fragmente, die grOfler 
als 310 Basenpaare sind, nitcunt die Ubereinstimmung ab. 
Dies geschieht wahrscheinlich aufgrund des schrittwei- 
5 sen Ubergangs zu den Reptationsbedingungen ftir diese 
gr6fleren Fragmente* Dieser Obergang wurde ebenfalls bei 
Agarosegelen beobachtet [14] . 
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Nach dem Ogs ton-Model 1 sollte sich beim Auftragen von 
K r °' s gegen R 3 eine lineare Beziehung ergeben, angenoromen 

* 

R^ » r, Wie in Fig, 10 zu sehen ist," besteht eine enge 

■ 

Obereinstimmung mit der Voraussage des Ogston-Modells 
far die kleineren Fragmente, wahrend die grofieren Frag~ 

mente signifikant abweichen. <R g 2 >* wird ftir eine DNA 

* 

nach dem Porod-Kratky-Starrkettenmodell unter Annahme 

einer PersistenzlSnge von 450 A und einer KonturenlSnge 

von 3,4 A pro Basenpaar berechnet [25]. Nach Slater und 

Noolandi [26, 27] findet, basierend auf Experimenten 

und numerischen Stimulationen, der : Obergang von den 
Ogs ton- zu den Reptationsbedingungen, statt, wenn R g = 

1,4 Dst gemafi Fig, 10 der Ubergang auftritt, wenn 312 



A < R a < 490 A und <J> * 



HEC 



0,4%, impliziert also Fig. 



10, wenn 4> * HSC = 0,4% ist, ist 223 A < £ < 350 A. Dies 
stimmt mit der durch Gleichung <2) vorausgesagten Po- 
rengrOfle von 264 A ttberein. Fig. 10 liefert also eine 

■ 

unabhangige Bestatigung der Gleichung! (2) • 

In Fig. 11 ist log ]i als eine Funkfcion von £ DNA aufge- 
tragen. Nach Gleichung (8) sollten diese Kurven linear 

mit Steigungen von 1,0 sein, wenn die Fragmente nach 

dem Reptationsmechanismus wandern. Wie aus der vorange- 

henden Analyse fttr die in diesen Experimenten verwende- 

■ 

ten Bedingungen erwartet, halt keine der Kurven das 
Reptationsverhalten ein. Wenn jedodh die HEOKonzen- 



tration erhOht wird/ scheinen die Steigungen der Kurven 
gegen 1 zu gehen. Auch dieses Verhalten wurde fdr Aga- 
rosegele mit geringer Konzentration unter Verwendung 
kleiner DNA- Fragment e beobachtet [14] • 

Wahrscheinlich nimmt die Separationsleistung dieser 

Systeme schnell ab, sobald Rg » £ ist, d.h. wenn die 
Reptation stark wird. Dies geschieht, weil bei den 
starken elektrischen Feldern / die tiblicherweise bei der 
Kapillar-Elektrophorese verwendet werden, der Wert des 
Ausdrucks bE in Gleichung (9) grofi ist, was zu einer 
gesattigten, grSBenunabhangigen Mobilitat fiihrt. Obwohi 
diese Beschrankung nicht einzigartig ftir das Polymeria- 
sungssystem ist, stellt sie doch eine Beschrankung fttr 
die F&higkeit dar, die starken elektrischen Felder ftir 
die sich daraus ergebende schnelle Analyse mit CE aus- 
zunutzen. 

■ 

Obwohi die Erfindung unter Bezugnahme auf bestimiate 
PolymerlOsungen und Anwendungen bescjirieben wurde, kGn- 
nen verschiedene Anderungen und Modif ikationen inner- 
halb des Geltungsbereichs der Erfindung vorgenommen 
werden. 



i 
i 



■ 
i 

i 
i 



i 



Best Available Copy 



• 

• • • 



• • • 

« • ♦ 



• 9 



0 523 982 



Pa ten tanaprtiche 

Ein Kapillarelektrophorese-Element, aufweisend ein 
Kapillarelektrophoreser6hrchen, und 

■ 

in dem RBhrchen eine LOsung aus einem ungeladenen, 
wasserloslichen Polymer, gekennzeichnet durch: 

(a) eine Polymermassenkonzent ration C, die zwi- 

schen ca . l/[r\] und 5/ [t|] liegt/ wobei die in- 

trinsische Viskositat des Polymers 1st; 

(b) eine tatsachliche LOsungsvi$kositat von unter 
ca. 100 mPa*s; sowie 

(c) eine Polymer-Porengrofle die ungefahr gleich 
aC -o,75 jL s t , wobei a die Persistenziange des Polymers 
ist . 

Ein Element nach Anspruch 1, worin die PorengroBe £ 
zwischen 50 und 100 A und die Massenkonzentration 

des Polymers zwischen 3 und 6 GeW.-% liegt und die 

■ 

PolymerlSsung eine viskositat zwischen 5 und 50 
mPa*s hat. 

■ 

Ein Element nach Anspruch 1 odeif 2, worin die Po- 

rengrOfle £ zwischen 200 und 300 A. und die Massenkon- 

zentration des Polymers zwischen 0,2 und 0,6 Gew.-% 

■ 

liegt und die Polymer losung eine Viskositat zwi- 
schen 1 und 10 mPa*s hat. 

■ 

Ein Kapillarelektrophorese-Element nach einem der . 

vorangehenden Ansprttche, worin Idas wasserl6sliche 

■ 

■ 
■ 



Polymer ein Polyether, Polyethyl^nimin, Polyacryl- 
saure, Polycrylamid, Polymethacrylamid, Polymetha- 
cryls&ure, Polyvinylacetat, Polyvinylpyrrolidon, 
Polyvinyloxazolidon, wasserlttsliches Hydroxylpoly- 
mer, oder eine wasserlosliche Ze.lluloseverbindung, 
oder ein Copolymer Oder eine Mi,schung von diesen 
aufweist. 

■ 

Ein Verfahren zur Herstellung eines Polymerelements 

■ 

* ■ 

zur Verwendung bei der elektrophoretischen Separa- 
tion durch Kapillarelektrophorese einer Mischung 

■ 

von Biopolyraermolekiilen innerhalb eines ausgewahl- 
ten Grofienbereichs, aufweisend 

■ 

Auswahlen einer Polymer-Porengro&e die fiir die 

< 

Separation der Biopolymermischung in einem elektri- 

■ 

schen Feld geeignet ist r 

i 

■ 

Auswahlen eines ungeladenen, wasjserlSslichen Poly- 

mers mit einer intrinsischen Viskositat [x\] und 
einer Persistenzlange a, so dafi die ausgewahlte 
Porengr5fle ungefahr gleich aCT 0 ' 75 ist, wobei C zwi- 

schen ca* 1/[t|1 und 5/[t|] liegt kind die tatsachli- 
che Viskositat unter ca. 100 mPa^s liegt/ 

■ 

■ 

Bilden einer LiSsung des Polymers; bei einer Konzen- 
tration C. zwischen ca, 1/ [T[] und S/(tj]/ sowie 

■ 

Ziehen der Polymer lOsung in ein Kapillarelektropho- 
reserShrchen . 

Ein Verfahren nach Anspruch 5, worin die PorengrSfle 
£ zwischen 50 und 100 A und die Massenkonzentration 

■ 

i 

■ 
i 
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des Polymers zwischen 3 und 6 Gew.-% liegt und die 
PolymerlGsung eine Viskositat zwischen 5 und 50 
mPa*s hat. 
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15 



Ein Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, worin die 

■ 

PorengroBe £ zwischen -200 und 300 A und die Massen- 
konzentration des Polymers zwischen 0 # 2 und 0,6 
Gew.-% liegt und die PolymerlOsung eine Viskositat 
zwischen 1 und 10 mPa f S hat. 



8. Ein Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, 

■ 

worin das wasserlttsliche Polymer ein Polyether, 
Polyethylenimin/ Polyacrylsaure, Polycrylamid/ Po- 
lymethacrylamid, Polymethacrylsaure, Polyvinylace- 
tat. Polyvinylpyrrolidone Polyviiiyloxazolidon, was- 
serlOsliches Hydroxylpolymer, oder eine wasserlOs- 
liche Zelluloseverbindung, oder ein Copolyxaer oder 
eine Mischung von diesen aufweist* 
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Geringe Feldstarke 



MaBige Feldstarke 




Fig. 5 



Hohe Feldstarke 
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